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論文の内容の要旨
テトラクロロエチレン (PCむなどのクロロエテン類は様々な産業において溶剤として利用されているが、
代表的な土壌地下水汚染物質でもある。クロロエテン類は、微生物によって脱ハロゲン分解されるため、バ
イオレメデイエーションによるクロロエテン類の汚染浄化が期待されている。しかし、バイオレメデイエー
ションの工期は一般的に不確実で処理時開がかかるといった問題点がある。この解決には、分解に係わる微
生物群の詳細な知見が必要である。嫌気的なクロロエテン類の分解に関しては、培養法による分解微生物群
集の知見が集積している。しかし、主たる嫌気分解菌である脱ハロゲン呼吸縮菌の多くは絶対嫌気性かつ難
培養性であるため、培養法に依存しない解析手法がクロロエテン類分解微生物群に関する知見を得る上で重
要である。残念ながら、これまでに多数の培養非依存的な解析手法が確立されているが、クロロエテン類分
解微生物群の解析に適した手法は未だ開発されていない。そこで本研究では、クロロエテン類の分解微生物
群、特に税ハロゲン呼吸細菌を培養非依存的に解析できる手法を確立し、バイオレメデイエーションの進展
に寄与することを自的として行った。
まず、脱ハロゲン呼吸細菌の生活様式に着目し、その解析手法の構築を行なった。その結果、脱ハロゲン
呼吸細菌を特定する培養非依存的解析法を構築し、これをStableIsotope probing (SIP-D)法と名付けたo
SIP-D法は、脱ハロゲン呼吸細菌が利用できる生育炭素源を安定同位体で標識し反応系に添加して微生物群
を標識する labelingstepと、次いで、脱ハロゲン呼吸細菌と非税ハロゲン呼吸細菌を PCEの存在有無によって
区別する analysisstepで構成され、分解に関与した脱ハロゲン呼吸細麗を検出する手法である。このSIP-D
法の有効性を確認するため、既知の脱ハロゲン呼吸継菌である Dehalococcoidesethenogenes 195を含む微生物
群集(コンソーシア)を用い、このコンソーシアから本菌株の検出を行った。その結果、 SIP-D法が検出し
た脱ハロゲン呼吸細菌はDehalococcoidesethenogenes 195であり、SIP-D法が正しく機能することが確認できた。
次いで、底泥を人工的にPCEで汚染させて作製したマイクロコズムにSIP-D法を適用し、分解を担ってい
る脱ハロゲン呼吸細曹の検出を行なった。その結果、新規性の高いDehalobacter属細菌を分解候補株として
検出することに成功し、本手法が環境サンプルにも有効であることを示した。最後に、J:lC_フマル酸を用い
たSIP心法と I:JC_酢酸を用いたSIP-D法を行い、用いる標識炭素源の違いが解析結果に与える影響を調査した。
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I:lC_フマル駿に固有の解析結果としてDesulfosporonus属細菌、I:lC_酢殺に回有の解析結果として Dehalobaaer
属細菌と Chlorofl，exus 門細菌、l:lC_フマル酸とI:lC_酢酸に共通の解析結果としてDehalobaaer属細菌を確認し、
標識炭素源の違いにより解析結果が異なる事を明らかにした。
以上により、本研究で構築した SIP-D法は、これまで検出不可能であった環境サンプル中の難培養性であ
る税ハロゲン呼吸細菌を検出可能にし、バイオレメデイエーションへの適用が期待される。
審査の結果の要旨
バイオレメデイエーションを有効な環境技術とするためには、分解に関与する微生物群の実態を把握する
ことが必須であるが、これまで難培養性である脱ハロゲン呼吸縮菌を検出することは不可能であった。本宮
株は、 PCE等の揮発性有機塩素化合物の代表的分解菌であるため、これを検出して特性を解明することは
PCE汚染に対する嫌気的バイオレメデイエーションを有効に行う上で欠かせない基盤情報である。従来の
SIP法では標識炭素源の資化によって対象とする菌株を標識して検出するのに対し、本研究では全く逆の発
想、すなわち全ての微生物を標識しておき、そこから対象外の微生物を差し51く原理に基づく新規な検出j去
を開発した。この着想、は非常に新規性に富んでおり、高く評価することが出来る。
本手法には、使用する標識炭素源の選択などいくつかの検討課題が残っているものの、この活用によって、
これまで培養法で得ることが出来なかった難培養性の脱ハロゲン呼吸細菌の詳細な知見が取得できると考え
られる。しいては、有機塩素系化合物による土壌地下水汚染に対するバイオレメデイエーションの工期推定
や浄化促進に貢献し、有機塩素系化合物汚染問題の解決に繋がる事が期待される。
平成 25年 1月22日、学位審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試験を行
い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員によっ
て合格と判定された。
よって、著者は博士(環境学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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